Bioq uimica Espectrofotometría: Técnica que permite determinar la 
| concentración de un compuesto en solución. 


Espectrofotómetro: Mide cantidad de 
intensidad de luz absorbida después de 
pasar a través de una solución muestra 
(rvo + Mx paciente). 


e Se basa en la absorción de radiaciones electromagnéticas de 
moléculas y; la cantidad de luz absorbida depende de forma 
lineal de la concentración. 


Adicional: 

A . . Ley de Lambert-Beer : j 
Transmitancia: Cantidad de luz que A mayor cantidad de luz absorbida, mayor será la 
atraviesa un cuerpo en determinada absorbancia del cuerpo y menor la cantidad de luz 
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Luz absorbida 


una parte de luz es absorbida por el espectrofotómetr > abaocbidú Absorbancia Cantidad de luz 
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cuerpo y el haz de luz restante del cuerpo transmitida 


Cubeta 
atraviesa dicho cuerpo. 
e El color que absorbe es el complemento del color que 
Ley de Lambert > Transmitancia transmite (MEDICIONES DE ABSORCIÓN) 
650 nm 600 nm 
Fundamento: aN 
e Capacidad de las moléculas (solución) para absorber radiaciones dentro del 
espectro UV visible. 800 nm ; 560 nm 

e Longitudes de ondas de radiaciones que una molécula puede absorber 400 nm 


(absorbancia) DEPENDE: Región de 
E uso común 
> Estructura atómica PE 


=> Condiciones del medio (Ph, T°, fuerza iónica, constante dieléctrica) 


430 nm 490 nm 


La región UV: 


ELECTROMAGNETIC SPECTRU 


Región de alta energía. 
Ultraviolet Visible Infrared Microwave 


Interés: Luz visible (700nm hasta 400nm) 


n - Long-wave 
«Nintnanómetios Short-waves ong-waves 


Partes espectrofotómetro: 


1. Una fuente de energía: lampara de deuterio y tungsteno Colimador Abertura 

2.Un monocromador para la selección de una radiación para determinada longitud de pores) E M Detector 

onda a través de filtro, prima y redes de difracción. Fiane dokuz | a ia 

3. Compartimento donde se coloca las cubeta/tubos (pueden ser de vidrio, cuarzo o — j| ~ Mal 

plástico transparente) > | em. : | E — 0.45 

4. Detector de luz y amplificador convertidor de señales luminosas en señales eléctricas | | — a ° Pantalla Digital 
5.Registrador/sistema de lectura de datos. Má | Pe ie a 

Pasos: 


Medir absorbancia del blanco para asignar valor 0 para que la intensidad incidente y transmitida sean iguales (I*=1*). Luego colocar la cubeta con la 
muestra y se lee la absorbancia. 


Curva de calibración 


Factor de calibración 
Blanco 


Es la relación representada i ¡6 7 
ds P l Se define como la relación es una muestra de concentración Patrono Estandar 
gráficamente entre la absorbancia entre la concentración de la pe ae 
e dela solución i cero, se utiliza con la finalidad de 
a so con patrón y Su lectura ajustar a cero la densidad óptica, | | Es una solución 
y respectiva. es decir se sustrae toda química de 


absorbancia en el eje de las 
ordenadas (Y) y las 
concentraciones en el eje de las 
abscisas (X). Si las lecturas se 
obtienen en transmitancia, la 
curva se debe construir en papel 
semilogarítmico partiendo del 
100% T. Si las lecturas se 
obtienen en absorbancia, la curva 
se construye en papel milimetrado 
partiendo de cero (0). 


absorbancia producida por el concentración 
solvente, compuestos conocida. 
secundarios y el reactivo. 


Posteriormente la 

multiplicación de dicho 
factor por la absorbancia de 
la muestra problema nos da 
la concentración de estas 


FACTOR = Concentración STANDARD 
CA de calibración — (Absorbancia STANDARD—Abs.BLANCO) 


molécula básica para nuestro organismo. Se trata de un hidrato de carbono que obtenemos de la alimentación (azúcares, 
cereales. Legumbres, féculas. Frutas, hortalizas, leche), y que es la principal fuente de energía de nuestro organismo. 


Es una aldohexosa, es la fuente principal de energía para la célula. La concentración de glucosa en plasma (por el contenido 
de agua) es mayor que en la sangre total. 


PROCEDIMIENTO 
En tres tubos marcados B (Blanco) S (Standard) y D VALORES DE REFERENCIA 


(Desconocido) colocar: 


Ss D Suero o plasma: 70 a 110 mg/dl 
Standard - 10 ul - 


Muestra - - 10 ul 


Reaciivo A 1 mi 1 mal 1 mi FACTOR = 100Mg/dl Concentración STANDARD 


Incubar 5 minutos en baño de agua a 37°C o 25 minutos (Absorbancia STANDARD-—Abs.BLANCO) 
a 15-25*C. Luego leer en espectrofotómetro a 505 nm o 


en fotocolorímetro con filtro verde (490-530 nm) llevando 
el aparato a cero con el blanco. 


Glucosa sérica: (Absorbancia MUESTRA - Abs. BLANCO) x Factor de calibración 


COLESTEROL TOTAL: 


lípido derivado de tipo esteroide que se encuentra normalmente en nuestro organismo formando parte de membrana 
celulares, lipoproteínas y hormonas esteroideas (progesterona, testosterona y estrógenos). 


No es perjudicial hasta cierto punto. Su exceso genera enf. Vasculares. 


Es importante para fines energéticos (reservorio), constitución de membranas celulares, del tejido graso, elaboración 
hormonas sexuales, elaboración de glucocorticoides, regulador de temperatura y sostiene al riñón (amortiguador). 


Es transportado en sangre por lipoproteínas de baja densidad (LDL) y lipoproteínas de alta densidad (HDL), quilomicrones, 
lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) 


ES VALORES DE REFERENCIA 
En tres tubos o cubetas espectrofotométricas marcadas "< 
B (Blanco), S (Standard) y D (Desconocido), colocar: Deseable: < 2,00 g/l (Menos) 
5 E D Moderadamente alto: 2,00 - 2,39 g/l 


Standard R 10 ul - Elevado: > 2,40 g/l 


Muestra - - 10 ul 


Reactivo A 1 mi 1 mi 1 mi 


Incubar 5 minutos en baño de agua a 37°C o 20 minutos 
a temperatura ambiente (25°C). Leer en espectrofotómetro 


a 505 nm o en fotocolorímetro con filtro verde (490-530 nm), 200 G/L Concentración STANDARD 


llevando el aparato a cero con el Blanco. FACTOR = 


(Absorbancia STANDARD—Abs.BLANCO) 


Colestero total: (Absorbancia MUESTRA - Abs. BLANCO) x Factor de calibración 


Conversión: 
1G/L = 100 Mg/dl (se multiplica x100) 


1 mg/dl = 0.01 G/L (se divide 100) 


